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ヒト白血病細胞 HL-60における p21waf1の発現亢進
：12-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate による分化およびアポトーシス誘導との関連
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Abstract
　　TPA（12-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate）induces monocyte/macrophage differentiation and 
adhesion in the human leukemic HL-60 cell line, and cyclin D1 and p21waf1（cell cycle control genes）are 
overexpressed in TPA-treated adherent HL-60. It is also known that TPA induces apoptosis of the cell line. 
In this study, to investigate the relationship between differentiation and/or apoptosis induction and cell 
cycle control genes, we analyzed the expressions of p21waf1 and cyclin D1 mRNA in adherent and floating 
cells separately. Using flow cytometry, there was an increase in the apoptosis of floating cells when TPA 
treatment was applied. Quantitative analysis using real-time polymerase chain reaction revealed that p21waf1 
and cyclin D1 expression was increased in both the floating and adherent cells. There was an increase in 
apoptosis of floating cells 3 h post-TPA treatment, and by this time the expression of p21waf1 had already 
significantly increased. Adherent cells were observed 12 h after TPA treatment, and by this time the 
expression of p21waf1 had already increased. These observations suggest that the increased expression of 

















を 活 性 化 さ せ る こ と に よ り、TPA 処 理 さ れ た
HL-60細 胞 で は MAPK／ERK（Mitogen-activated 







































































いた。PE 標識抗 CD11b 抗体（マウス）（Beckman 
Coulter） で 染 色 後 PBS＋ で 洗 浄 し、 励 起 波 長
540nm、蛍光波長560nm で観察した。陰性コント




10５／mL の HL-60に TPA を添加し、一定時間培養
後培地を除き、PBS で２回洗浄して浮遊細胞を除
いた。残った接着細胞を４％ paraforumaldehyde 
in PBS で室温10分固定、0.5％crystal violet in 20％
methanol で30分 間 染 色 し、0.1M sodium citrate, 





けて回収し、リアルタイム PCR 法による mRNA
の 定 量 を 行 っ た。RNA 抽 出 に は RNAqueous-
4PCR Kit（Applied Biosystems） を 用 い、High 
Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosystems）
を 使 用 し て total RNA か ら cDNA を 合 成 し
た。リアルタイム PCR には試薬として TaqMan 
Gene Expression Master Mix, TaqMan Gene 
Exprression Assays Hs99999905 m1（GAPDH）, 
Hs00765553 m1（cyclin D1）, Hs00355782 m1
（p21Waf1）（何れも Applied Biosystems）を使用し、
StepOne リ ア ル タ イ ム PCR シ ス テ ム（Applied 
Biosystems）により増幅を行った。発現量の定





　 ア ポ ト ー シ ス の 解 析 は Annexin V/PI 二 重
染 色 法 で 行 な っ た。Annexin V-FITC Reagent
（PromoKine）と Annexin V-FITC Kit System for 
Detection of Apoptosis（Beckman Coulter） の PI
（Propidium Iodide）および binding buffer を用い
て二重染色を行なった後、フローサイトメーター
（BD FACSCalibur HG, Becton, Dickinson）を用い
て解析した。
結果
























































４ ．cyclin D1および p21Waf1 mRNA の発現量
の変化
　TPA 処理後の HL-60細胞を接着細胞と浮遊細胞
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